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論文内容の要旨
<目的>
α-アミラーゼ (E.C.3. 2. 1. 1)は，代表的な消化酵素の一つであり， ヒトでは唾液腺型，勝臓型の 2 種のアイソ
ザイムの存在が知られている。これらアイソザイムをコードする遺伝子は異なり，その発現は組織特異的であると考
えられているが，その機構に関しては不明である。一方，手術後あるいはある種の担癌患者において高アミラーゼ血
症がみられ，その場合，蛋白レベルでは唾液腺型アイソザイムの産生が示唆されている。本研究では，生理的なある
いは種々の病態における α ーアミラーゼ遺伝子の発現調節機構を明らかにする目的で， ヒト唾液腺型 α ーアミラーゼ遺
伝子の単離及びその一次構造の解析を行なった。
<方法ならびに成績>
(1)正常ヒトゲノムライブラリーのスクリーニング
ヒト唾液腺型 α ，アミラーゼ cDNA フルサイズをプロープにして，ラムダファージにクローニングされた正常
ヒトゲノムライブラリー(約30万個)をスクリーニングして， 11個の陽性クローンを単離した。さらにその中から，
ヒト唾液腺型α-アミラーゼ cDNA に特異的な 5' 非翻訳領域の短いプロープでも陽性となる 1 個のクローンを
選択した。このクローンは， ヒト唾液線型 α-アミラーゼ cDNA の 3' 端の短いプロープでも陽性になることよ
り， ヒト唾液腺型 α-アミラーゼ遺伝子の全長をカバーするものと考えられた。次に得られたヒト唾液腺型 α-アミ
ラーゼ遺伝子と cDNA の Heteroduplex analysis を行なった結果， ヒト唾液腺型 α-アミラーゼ遺伝子のエクソ
ンは，少なくとも 9 個は存在すると推察されたc
(2) 制限酵素地図作成と塩基配列決定
単離したヒト唾液腺型 α-アミラーゼ遺伝子を14種類の制限酵素を用いて制限酵素地図を作成した。さらにこの
遺伝子を 7 個の断片に分けて pBR322~こサブクローニングを行ない，全エクソンの塩基配列を決定した。決定され
た塩基配列はヒト唾液線型 α-アミラーゼ cDNA のものと全く一致しており， 11個のエクソンにより構成されて
いることが明らかになった。また遺伝子の全長は約10kb で， 11個の各々エクソンの長さは100---231bp ， 10個のイ
ントロンは94--2400bp の長さであった。さらに20ケ所のスプライスジヤンクションは全て GT-AG ルールが守ら
れていた。また，マウス唾液腺型 α ーアミラーゼ遺伝子と比較すると，エクソンの数は同じ 11個であり，マウスで
明らかにされている 3 ケ所のスプライスジヤンクションもヒトと一致していたが，イントロンの長さには違いがみ
られた。
(3) 転写開始点の決定
81マッピング及びプライマー伸長法により転写開始点の解析を行ない， ヒト唾液腺型 α ーアミラーゼ遺伝子の転
写開始点は開始コドンより 215bp 上流に存在することを明らかにした。また， 5' 近傍領域には， Goldbergｭ
Hogness box 及び CAT box に相当すると思われる領域が存在した。特に， CAT box 周辺の塩基配列は，マウ
ス唾液腺型α ーアミラーゼ遺伝子との間で高い相向性を示すことより，組織特異的発現に関与する制御領域である
可能性も考えられた。
<総括>
ヒト唾液腺型 α ーアミラーゼ cDNA をプローブに用いてヒトゲノムライブラリーのスクリーニングを行ない， ヒ
ト唾液腺型 α ーアミラーゼ遺伝子を単離した。遺伝子は全長約10kb で， 11個のエクソンと 10個のイントロンにより構
成され，転写開始点は開始コドンより 215bp 上流に存在することを明らかにした。また， 5' 近傍領域には，マウス
唾液線型 α ーアミラーゼ遺伝子との間で部分的によく保存された領域が存在し組織特異的発現に関与する制御領域
である可能性も示唆された。
論文審査の結果の要旨
本論文は，ヒト遺伝子ライブラリーより単離したヒト唾液腺型 α-アミラーゼ遺伝子の一次構造を明らかにしそ
の構造をマウス α ーアミラーゼ遺伝子と比較したものである。
その結果，この遺伝子は全長約10kb で， 11個のエクソンと，介在する 10個のイントロンにより構成されることを
明らかにするとともに， mRNA への転写開始点を決定し 5' 非翻訳領域が215bp であることを示した。さらに，
マウス α-アミラーゼ遺伝子との比較により， 5' 近傍領域において組織特異的発現調節に関与すると考えられる領
域を示した。
ヒト α ーアミラーゼ遺伝子の組織特異的発現調節機構を解明する上で重要な知見を得たもので，学位論文として価
値あるものと認める。
